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MNNG 转化 赤 记 细胞 株 
(KIZ-8401) 的 生长 特性 和 核 型 观察 
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摘要 本文 用 MNNG (N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) CE M HM UMBO) 4 tk 8 Ë Bh ET 
EPR RE (KIZ-7901) , SILA TRH CKIZ-8401) ARAWE, 2n= 80, ARERR MEAN 
UREASREB SRE MME (2n= 70) 不 一 样 。 REMAP SE R Sik iki R, MERSER 
ÆREN. 
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HRM (Muntiacus muntjac) 二 和 售 体 细胞 株 (KIZ-7901) SAU YA 
立 明 等 ，1980) ， 进 化 遗传 学 〈 施 立 明 ，1976，Shi Liming, 1980) ， 细 胞 生物 学 OR 
RRP, 1980) RBM, 1980), WR FR 学 〈 施 立 明 等 ，1980) ， 细 胞 融合 〈 段 未 
4: 5, 1983) 上 及 病毒 感染 庆 麻 细胞 (KIZ-7901) 的 实验 研究 CEM, 1984), KE 
细 胞 株 显 示 了 广阔 的 应 用 前 景 。Yamaguchi 等 〈1979) HSV, ,病毒 转 化 印度 杰 魔 肾 细 肪 
并 对 其 特性 进行 过 研究 。 由 于 体外 培养 细胞 的 转化 受 环境 因素 的 影响 比较 简单 、 易 于 控 
制 ， 因 此 下 用 于 从 细胞 水 平和 分 子 水 平 癌变 机 理 的 研究 ， 也 可 用 于 检测 各 种 物理 、 化 学 
和 上 生物 等 诱 变 因 子 的 致癌 性 。 

本 实验 以 不 同 浓 并 的 化 学 诱 变 剂 “MNNG?” 处 理 赤 麻 脐 成 纤维 细胞 (KIZ-7901)， 
得 到 了 一 株 其 核 型 和 生物 学 特性 发 生变 化 的 细胞 。 


材料 与 方法 


—, SRR 自 一 只 幼年 雄性 赤 麻 肺 组 织 建立 的 细胞 株 (KIZ-7901) ( 施 立 上 明 
等 ，1981) 复苏 传代 备用 。 培 养 流 为 “TC-199” (日 本 产 ) WES, Bree Em, 
青霉素 100 单 位 /mlj， 链 各 素 10 pg/ml, 37°CM IIH, 

二 、MNNG 处 理 MNNG (N- 甲 基 -N'- 硝 基 - 亚 硝 基 呀 )， 半 井 化 学 药品 株式 会 社 
出 品 。 培 养 基 配制 ， 浓 度 为 200 kg/mili。 实 验 人 外 3 个 组 , AB, 2 ug/ml, BH: I ug/ml 和 
CH: 不 加 MNNG 的 对 照 组 ， 每 组 3 瓶 组 胞 。 细 胞 传代 后 48 小 时 分 齐 加 入 上 述 浓 凑 的 
MNNG，24 小 时 后 洗 弃 ， 更 换 新 鲜 培养 液 继续 培养 。 从 处理 后 的 第 5 天 开始 ,每 周 进 行 
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1 次 细胞 传代 。 用 0.25%% 胰 蛋白 酶 (Difco 1:250) 消化 ， 制 成 细胞 悬 液 后 ， 同 组 3 RH 
AI, FHE, BAC 1 kgyml) 细胞 从 处 理 后 第 27 天 开始 细胞 生长 加 快 ， 按 1 :2 分 
48, Ai, 52, 90. 100. 120 天 冻 存 细胞 ， 此 株 细胞 命名 为 开 IZ-8401。 六 组 
(2 ug/ml) 始终 处 于 生长 缓慢 状态 ，120 天 时 已 不 能 生长 成 单 屋 。 空 白 对 照 组 的 细胞 
从 60 天 开始 也 只 能 按 1:1 分 传 ，120 天 后 细胞 生长 活力 下 降 1). 

三 、 细 和 鹏 生物 学 转 性 观察 1, 分 避 指 数 测 定 ， 放 消毒 的 载 片 于 培养 眶 内 ， 接 种 后 
1、2、3 、4、5、6 天 分 别 到 出 载 片 ，0.85%6 生 理 盐水 清洗 ， RRR, Giemsa 染色 ， 
每 个 时 间 点 计数 2000 个 细 网 中 分 型 相 的 数 具 《〈 表 2) 。 

2. 细 胞 分 裂 周 期 的 测定 ， 用 Brdu 标 记 的 姐妹 染色 单 体 分 化 技术 测定 细胞 周期 ， 加 入 
Hy Brdud HE S ug/ml, BARGER SToCH FE, F28, 36, 48, 60, 72, 84, 96 小 时 
分 别 收获 细胞 ， 每 个 时 间 点 观察 100 个 中 期 细胞 ， 统 计 第 一 (Mi)、 第 二 (MD). BE 
(Ms) 次 分 裂 周期 的 细胞 比例 ( 表 3) 。 E 


31 NGA (KIZ-8401) BJERI 
Tab. 1 Qbservations of the passages in Indian muntjac cells 
(KIZ-8401) transformed with MNNG 








R 数 
分 . 组 —— -== ==»: 
5 12 27 44 60 90 120 
A: 2ug/m! L:i Lit. 131 1:1 2:3 1:1 AR BE 
B: 1 kg/ml 3:4 131 1:2 1:2 r2 1:2 [2 
: A 133 : 
C ZAMA 132 1:2 4:2 1:2 131 1:1 131 | 
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Tab. 2 Mitotic index of indian muntjac cells (KIZ-7901) and (KIZ-8401) (2%) 
Lp a vamia 











aA Ha tt ae ——- š — 
1 2 3 4 3 6 

KIZ-7901 $2.00 21.00 ' 5.00 4.70 1.50 6.60 

KIZ-840 5 27.00 19.00 17.00 92.00 19.00 19.00 


365 aaa (KIZ-7901) Fa (KIZ-8401) 细胞 丙 期 动力 学 观察 
` Tab, 3 Observation on the ceii cycle in Indian muntjac cells (KIZ-79013' and -(KIZ—8401) 
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WA Brdud 38 AI agama MMS 

KIZ KIZ KIZ KIZ KIZ KIZ 

Cas Bt) 《个 》 7901 8401 7901 8401 — 7901 B401 

28 190 99.5 99.0 100 0 0 D 

36 100 83.5 90.0 16.5 10.0 0 0 

48 160 69.4 90.0 30.3 10.0 ` 0.3 0 

. €0 L04 54a l 74.0 41.9 26.0. dad: 0 

84 100 22.4 56.0 47.5 37.0 18.7 7.0 


t 期 刘 爱 华 等 : MNNG Se TE 8: EE (KIZ-8401) RIH FE 45 PE AIEK N 79 


3, 克 隆 形成 ， 按 Edlingcr 法 {大 星 章 一 ，1979) 进 行 在 培养 液 中 的 克隆 形成 率 的 观 
察 ， 接 种 细胞 浓度 分 别 为 5 x10*/ 瓶 、1 x10/ 瓶 ,5 x10 /8., 1 x10*1 撼 ， 每 组 两 撼 
细胞 (#4), 

四 、 细 胞 造 传 学 分 析 EAE RAS, MARAE. BAM 度 为 0.4 一 
0.6 gmj， 处 理 4 小 时 ， 按 常规 方法 收获 细胞 ， 和 制备 染色 标本 和 进行 核 型 分 析 。 


表 4 PMRW CKIZ-7901) 和 (KIZ-8401) ZUBERI 
Tab. 4 Clone rate of indian muntjac cells (KIZ-7901) and (KIZ-8401) 


克 F 形 成 3 (%) 
KIZ-8401 EIZ-7901 
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5 x 102 0.2 
1 x03 10.6 
5 x103 10.3 
1 x104 12.3 
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结果 和 讨论 


以 往 离 体 细胞 的 转化 实验 多 以 呐 齿 类 动 收 成 纤维 细胞 为 材料 ， 常 用 的 有 叙利亚 地 鼠 
成 纤维 细胞 (SHF) . et. AR. DS ( 李 申 德 等 ，1979) ， 人 类 的 成 纤维 细胞 虽 
然 来 源 方 便 、 易 于 培养 ， 但 由 于 人 类 成 纤维 细胞 DN A 修 党 能 力 比 崎 齿 类 动物 强 ， 染 色 
ERER, Libik hR ERE. METE REHE., Yamaguchi d Huh (1979) 用 
SV, 病毒 转化 印度 订 肾 细胞 ， 并 分 更 出 了 几 个 转化 细胞 系 。 本 实验 利用 化 学 诱 变 剂 
MNNG 处 理 赤 麻 (K IZ-7901) 及 成 纤维 细胞 得 到 了 -- 个 细胞 系 (KIZ-8401) 。 与 正常 
ay — AR op eR (KIZ-7901) 比较 ， 转 化 细胞 有 一 系列 新 的 生物 学 特性 。 

1. 细 胞 形态 由 典型 的 成 纤维 细胞 变 为 梭 形 ， 伸 展 性 差 ， 核 大 小 不 名 ， 巨 核 多 匈 ， 方 
RIERA, BERR RIA (图 版 1) 。 

2. 糙 附 性 变 差 ， 易 脱落 ， 又 可 重新 贴 壁 生 长 。 

3, 朋 克隆 形成 能 力 ，KIZ-8401 细 胞 的 克 涪 形成 率 为 0.2% 一 12.3 忠 ， 而 KIZ-7901 无 
克隆 形成 能 力 〈 表 4 ) 。 用 3Yu 转化 的 志 麻 上 痛 细 胞 克隆 形成 率 为 0.2%% 一 40%。 

4 有些 分 裂 指数 ， 从 表 2 结果 可 以 看 出 ，KIZ-8401 细 胞 接种 后 1 天 和 4 天 生长 旺 
B. 分 裂 指 数 分 别 高 达 27 吕 和 92%, 5 天 和 6 天 也 仍然 具有 较 高 的 分 裂 网 胞 , m KIZ-7901 
细胞 的 分 至高 峰 在 24 小 时 ， 然 后 逐渐 下 降 。5 天 和 6 天 时 细胞 很 少 分 弄 (2) 。 
” 5. 细胞 周期 的 观察 。 刘 瑞 清 等 (1983) 关于 赤 麻 肺 成 纤维 细胞 周期 动力 学 和 姐妹 染 
色 单 栖 交 换 率 的 研究 结果 表明 ， 赤 谋 (KIZ-7901) 肺 成 纤维 细胞 一 个 细胞 局 期 约 为 22 小 
时 。 而 转化 的 KIZ-8401 细 胞 一 个 细胞 周期 约 为 26.0 小 时 。 后 者 细胞 周期 3 瑰 出 一 定 的 
FER. 

MNNG 转 化 的 赤 麻 网 胞 (KIZ-8401) 的 染色 体 分 析 ; 

LREGRAMBS: WARMER = 7 的 和 外， 出 现 了 XX 染色 体 从 复合 的 Y， 
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上 断 离 而 形成 的 2n= 8 中 的 新 核 型 (图 版 IT，) ， 核 型 组 成 为 一 对 大 中 着 背 粒 染色 体 (1 
号 ) ， 一 对 近 端 着 丝 粒 和 染色体 (2 号 ) ， 一 对 端 着 丝 粒 染色 体 : 原 Y ,染色体 或 3. 号 ;和 
XY 性 染色 体 。 有 趣 的 是 随 着 传代 次 数 的 增加 新 核 型 的 比例 越 趋 增高 ( 表 5)， 在 复苏 的 
赤 魔 细胞 (KIZ-8401) ， 新 核 型 的 比例 仍 保持 30% 左 右 。 多 售 体 细胞 的 比例 占 绝 对 优 
势 ， 畴 变 锣 胞 率 增高 ( 表 6) 。 


5 MNNG 转 化 亦 订 细胞 KIlz-8401; 二 倍 体 数目 变化 
Tab. 5 Changes of the diploid number in Indian muntjac cells 
(KIZ-8401) transformed with MNNG 





x & 
H 6 tk BA Wars W asss kara. as T asw. sa —— el 
36 42 52 62 91 L17 
2n= T o" 80.0 50.0 10.0 5.0 8.0 60.06%} 
In= a 3.0 48.0 90.3 85 .0 22.0 AD. DiN) 
其 Te LG 2 .0 D a 0 DI 
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Tab. 6 Distribution of chromosomal numbers in Indian muntjac cells 
(KIZ—8401) transformed with MNNG 





R ë k 2 G eB sk 2S #8 Va E 

Aa 2n=7 wam 20>8 KI (9) 

Fs 0 87 21.6 1.00 
Fis 7 2 91 31,0 4,00 
Fis B 4 88 29.0 8.90 
F 20 2 D £8 33.0 8.00 
Fas g a 100 25.0 6.00 
F 30 2 Q 98 23.90 8.00 


2。 扣 型 分 析 ， 开 TIZ-8401 纲 胞 的 染色 体 G-, C-, Ag- 带 表 明 X 性 染色 体 确 系 由 复合 
REY, 上 断 下 来 的 具有 双 着 丝 粒 的 染色 体 。 

赤 麻 〈KIZ-7901) 肺 成 纤维 细胞 具有 典型 正常 细胞 的 生物 学 特性 和 二 售 体 核 型 ( 施 
立 明 ，1981) ， 自 发 畸变 率 低 。 受 直接 致 冶 物 MNNG 处 理 后 细胞 不 仅 出 现 了 明显 的 形态 
变化 { 图 版 1)， 染 色 体 数 有 目 和 组 成 也 相应 发 生 了 明显 变化 《 表 5 、6 )， 出 现 了 一 个 2n = 
8 oz 的 新 核 型 (图 版 TI) 和 较 多 的 多 悦 体 ， 畸 变 细 胞 率 增 高 。 转 化 细胞 株 KIZ-8401 的 染色 
体 大 ， 每 条 染色 体 都 具有 了 明显 的 个 体 性 ， 用 常规 染色 方法 即 可 清晰 无 误 一 一 加 以 区 分 ， 
分 慑 指数 较 高 ， 容 易 生长 传代 ， 是 比较 理想 的 细胞 遗传 学 、 遗 传 毒 理学 和 细胞 痛 变 生物 
学 研究 的 好 材料 。 


BR EUR HT RST ET 


mr EA NA eraa: 


1 期 刘 爱 华 等 : MNNG Ft fe W 2lR CKIZ-8401) EKA EE RE 3t R SK 81 


E 版 说 H 


HEI: A. W) (KIZ-7901) ARNES anunue 
B. MNNG# WR 3 MMM CKIZ-8401) Giemsa WA 
BIRI: ops Bde (KIZ-Y901》 和 (KIZ-8401) RRA m 
Ae KIZ-7901 Giemsa- BEA 
B. KIZ-8401 人 Giemsa- 染 色 核 型 
C， 侣 - 带 核 型 
D. C-#RM 
E, Ag- 3s 
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OBSERVATIONS ON NEW CELL LINE 0F 
indian muntjac TRANSFORMED WITH: MNNG 


Liu Aihua Lin Shiying Xiong Xikun 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica 650107) 


Lung fibroblast line of Jndien muntjac (KIZ-7901) was transformed with 
MNNG (N-Methyl-N/’—nitro-N-nitrosoguanidine} ~ The transformed Indian mu- 
ntjac cells (KIZ-8401) possessed the new karyotype with chromotome number 
of 8 in male and polyploid, The morphology and cell cycle as well as mitotic 
index in MNNG-transformed muntjac cells were different from diploid cell line 
of Indian muntjac (KIZ-7901). Moreover, the MNNG-transformed muntjac 
colls possessed colony-forming capacity in vitro, | 


Key words: MNNG, Transformation, Indian muntjac cell line, Karyotype 


图 版 I ” 刘 爱 华 等 ，MNNG 转化 赤 魔 细胞 株 (KIZ—8401) 的 生长 特性 和 核 型 观察 


Liu Aihua et al.: Observations on new cell line of Indian muntjac transformed with MNNG 









(图 版 说 明 在 正文 内 ) 
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图 版 I BARA: “PAR MERRIER SS LE PY A He OTE 
Kie Dongxu et al.. Cytological studies of the fertilization in Bufo bufo gargarizans 
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